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GENETICKE TRANSFORMACIJE FAMILI.JE BRASSICACEAE
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IVANCEVIC MIRJANA 1• SUSIC z.'.PAVLOVIC N.1
IZ VOD: Kupusnjace (Bras sicaceae) su ekonomski veotua znacajnafamilija biljaka. U posletlnjih trideset
godinajuko tnnogo se radi na poboljsavanju kurakteristika vrsta roda Brassica. Medu novijim met odama koje se
koriste u oplemenjivacke svrhe na kupusima jesu i telmike genetickog inienjerstva. Cilj ovog rada bio je da
razm otri transformacije kupusnjuca. prikaie preliminarne reztultate dobijene II nasoj laboratoriji. gdeje tzvrsena
inokulacija nekoltko genotipova roda Brassica. Koriscenje SO] A. tumefaciens koj! nOSI bargen:a rezistenciju na
herbictd Basta. kao I gen :a rezistanciju na kanauucm (nptl l) i reporter gen za -glukuronidazu (GUS). (j raduje dat
I osvrt na svrsishodnost transformacija Brassicacea. kao I na eventualne rizike koje koriscenje transgenih kupusa
nosi .
Kljucne !"eN: kupu snjace. geneticko ini enjerssvo . A. tumefaciens. transgeni
UVOD: Raz: -.' !:iotchnologije dovco jc do
primene citavog niza novih metoda u oplemenjiv anju
gajenih biljaka . Tri faktora bitno limitiraju cfikasnost
tehnika klasicnog oplemenjivanja : problemi
kompatibilno-inkornpatibilnih odnosa , stabilnost i
duzma trajanj a op lemcnjivackog ciklusa.
Biotehnologija omogucava da se neki od ovih
problema brze i lakse preva zidu Tchnikc genetickog
inzcnjerstva su trcnutno vcoma za stupljene I
inre nzivno korisccne . kako u naucne, tako i u
prakticne svrhe.
Geneticko inzcnjcrstvo je manipulisanje
gcueuckim sas tavom orgauizama u eilju
»prcm estanj a« odgovurajucih osobina i dobijanja
zeljenih kombinacija gena. Odnosi sc. uglavnom. na
dobijanje rekombinantne DNK, u kojoj se u jednom
molekulu nalazc fragmemi DNK iz razlicitih izvora
(Dumanovic i sar., 1994 ). Geneticko inzenjerstvo
biljuka omogucavu poljopr ivrcdi , prehrambcnoj.
hcmijskoj I furmaccutskoj induslriji da razviju novc
proizvode i tchllolo~ka reSenja Vrcmc potrcbno za
dobij,mje novih sorti i hibrida razlicitog gajenog bilja
se bitno skr acuje kori~ccnjcm tchnika geneti~kog
inzenJerstva (Dozct i sal.. 1995) .
Jedan od prvih ciljeva koji jc postignut
koriScenjem rekombinantnc DNK za poboljSavanje
karaktcristika gajenih biljaka . bio je konstrulsanje
biljaka otpornih na herbicide ~irokog spc"1ra (Good-
man cl ai.. 1987). Stvaranje otpornosti biljaka prcma
insektima je takode jcdan od ciljeva pri stvarunju
transgenih biljaka (Mctz et al ., 1994 . Mladenovic-
Drninic i Drinic, 1998). kao i razvijanje otpornosti na
neke viruse (Passelcgue and Kerlan, 1996) Gencticke
transformacije sc danas koristc i u cilju proucavanja
gencticke strukture i regulacije gen ske cksprcsije
Transformacije vrste Brassica oleracea
Brussica oleracea je visoko polimorfha vrsra II
koju spada veliki broj vrlo vaznih povrtarskih kulturu
(Basset , 1986 ). Ekonomski najznacujnije su kupus
iBrosstca oleracea val. capuatat. karfiol (Brassrca
oleracea val. botrynsi, kelj iBrassica oleracea var.
sa bauda i, kelj pupcar iBrassica ole racea val.
gellllllijera), rastan iBrassica oleracea var. acephalai,
brokoli (Brassica oleracea val. botryus subvar.
cymo sai . Geneticke transformacije roda Brasstca
zapocete su jos srcdinom osamdcsetih godina .
Tchnike izvodenja transformacijc su razli~Vc . Prve
transformacije su vrSene putem Agrobi!clenum
1!IIlIejaciens, kori~cenjem onkogenih i takozvanih
»disarmed« konstrukala, kako na vrsti Brassica napl/s
(Pua et ai.. 1987, Fry ct al.. 1987, Radke et al. 1988) .
tako i na vrsti Brasslca oleracea (Holbrook and Miki,
1985. Srivastava ct ai., 19&8, Toryama et ai., 1991).
IJspeSnc transformacije su vrScne i direktn im
lransferom ON!\. ( Neuhaus et aI., 1987. Chapel and
Glimclius . 1990). Mcdutim. II okviru roda Brassica
Iz\'orni nauclll rad (Or iginal sci~ntific p~p~r) .
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do 1991. godine no rmalnc fert ilnc biljkc su dobijene
sa mo kod B. napus (Mukhopadhyay et al., 1991)
Dosadasnj a istrazivanj a s u pokazal a da postoj i
dos ta probl ema u izvodenj u tr ansfom acija kod B.
oleracea, jer sc poja vljuj e varijabilnos t u uspe sn ost i
trans to rmac ije izme du gcno tipova. kao i unut ar
gcnot ipa Za uspcsno transforrni sanj e ove vrs tc,
narocito kada sc radi 0 kupusu, potrebno je dosta rada
i ves tine. jer se javlja mali pr occn at regenerisanih
biljaka iz transfonui sunog tkiva. Protokol pogodan za
transforrnacij c j edno g genotipa ne mora biti
adckvatan i za rcgcn cra ciju biljak a kod drug og
geno tipa isle vrs tc i ,.ar ijetcta.
Obz irom na navcd cn o . imajuci u vidu znacaj
osvajanj a mctode geneti ckih transfo rm ac ij a, u nasoj
laboratoriji zapocclo se sa istrazivanj ima mogucnosti
transfonnacijc povrca roda Brass/ca. Ogledi se vrse
sa c ilj em izna lazenj a naja dekv atn ijih metoda za
transform ucije kupu snj aca koj i bi dali dob ru
reg enerac ij u transg cnih bilja ka, uz pok usaj
razmatranj n svrsishodnosti ovak vih metod a u
oplcmenj ivanju,
U oglcdu je kori sccn o cct iri gen ot ipa vrste Bras-
sica olera cea ; dva kupusa (linijc Ppl1 4 i Pb 15 visoke
inbred generacije), linija kelja Gg I i karfiol a Sn I,
kao ij edna linija B napus, BnS3. Kao eksplantati koje
smo inokulisali posluzili su hipokotili i kotiledoni
klijanaca. Povrs inska stcri lixacija i sterilno
isklijavanj e sem ena su izvrsern po ranij c
ustanovljcnom metodu Cr. Srctenovic Rajicic, 1996).
Klijanje se mcna, kao i rast kultura su se odvijali u
komo ri La rast biljaka, na terupcraturi 22,2°C, pri
svctlosnom rezimu dugog dana (16 h dan / 8 h noc) i
intcnzitc tu sve tlost i od 3000 lux-a . Soj .4.
tumefa sciens koji j c kor is ccn u og lcduj e LBA4404, sa
plazmidom pGKBS (Bouchez et al., 1993). koj i nosi
gcn za otpnrnost na tota lni herb icid Basta (bar),
kanamicin (npt II) i reporter gen za -glukuron idazu
(GUS)' .
Inokulacij a eksplantala vrSena je potapanjem u
baktcrijsku suspcnzij u raslu preko noci na 28° C u
tc~nom YEB lIledijumu. Eksplantali su po inokulaeiji
postavlj ani na regenerativni medijul11 koji je sadrzao
0 64% aga r, mineralne rast vore i vitamine po
Murashigc i Skoogu (J 962) , 2% saharozu, 0.0 1%
111io-in oz iloL sa dodalkom razl i ~ilih komb inacija
homlOna BAP, KIN,IBA"" (Tab. I). Kokullivacijaje
trajala 48 sati i nakon toga cksplantati su prenescni u
isti regenerat ivn i medijum sa dod atk orn sao mgl'
Tol ycara (Jugo rem edija, Zre nja nin), sa iii bCL 25
mgl" Kanarnicina (SIGMA, USA)
• Konstrukt dobijen zahv alju juci dr Davidu
Bouchezu , INRA. Laboratoire de Biologic Ccllulairc,
Versailles. Francuska
.. KIN = 6-furfuirila 111 inopurin: BA P =
6-benzila111inopurin: IBA = indol-S-buterna kiselina
Prvt pup olj ci poja vil i su sc 1X dana po
inokulaciji . Regencrisani pupoljci su prenosen i na
rnedijum sa iii bez kanamicina, sa BAP 0.1 mgl" i
IBA 0.02 mgl". Po testiranju na prisu stvo bakterijc
otiskivanjc m u YEB mcdijumu , pupolj ci su tcstiraru
na prisustvo GUS gena upotr ebom G US esej a (Jc ffcr -
son 1987). ldentifikacije transgenih biljaka na nivou
DNK su u toku .
Tab. I . Kombinacije hormona za indukc iju pupoljaka I:
segmenata hipokotila i kotiledona klijana ca
Tab. I . Hormone combinations used fo r shoot induction











Uspesucst regeneracije inokulisanih eksplanta ta
ad svih rcgenerat tvnih medij uma kao
najadekvatniji se pokazao medijum sa dodatkorn BAP
I rngl" i I13A 0.5 mgt". U Tabc lama 2 i 3 je po kaza na
usp esn ost regeneracije iz inokulisanih eks plantata .
Broj pokrenulih eksplanlala jc veci kod inokulisanih
kotiledona, nego kod hipokotila. Na slikama 1 i 2 so
pokaza ni regcneri sani pupolj ci indukovan i iz
kotiledona i hipokoti la, nakon mesec dana na
selektivnom l11edijumu. Najveci broj indukovanih
pupolja ka je dob ijen kod kOliledona kelja Gg I i
kupu sa Ppl 14 na neseleklivnom med ijumu (bcz
kanamicina), a najm anji kod kupu sa Pb Is na
seleklivnom 111 edijulllu sa kanamic ino111 . ~ aj b D IJa
Tab. 2. Uspesnost regeneracije p/lpoljaka i; mokulisanih wliledolla nawn 35 dana lIapodlo::isa BAP 1.0 i ISA 0.5 mgT'
Tab. 2. Shoal regenera/ionfrom inoc/llated cotyledons alier 35 days on SAP 1.0 and ISA 0.5 mgT1
Genollp Broj Kanamicin KOllledoni sa regeneri sanim GUS - pozilivui
eksplantata (25mgl·') pupoljcima (%) Pupoljei (%)
Ppl14 430 46 .5 3 1,0
PhiS 29 5 12,2 8,9
347 + 2 ,0 1,5
Ggi 360 64,7 -




BnS 3 375 - 3,9 18,1
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Tab. 3. Uspesnost regeneracije pupoljaka i: inokulisanih hipokotila nakon 35 dana no podlozi so HAP1.0 i IHA 0.5 ms! '
Tab. 3. . Shoa l regen eration fr om maculated hypocotyls after 35 days on RAP 1.0 and IRA 0.5 »s!'
Gen otip Broj Kanamicin Kotiledoni S3 regcncnsanim GUS - pozitivni
eksplantata 115mgr l ) pupoljcima ('Yo) Pup oljci(%)
PpJ 14 463 15,5 10,3
Pb l5 119 - 8,3 5,1
192 + 6,1 4,6
Cig I 412 16,0 .
391 T 8,8 -
Sil l 318 - 1,7 1,5
regcncracija pupoljaka na inokulisanim hipokotilima
jc kod uljane repi ce BnS3 (18 .6%) . a najloSija kod
linije karfiola Sn I ( 1.7%) Os im kod kel ja, svi
dobijen i pupoljci su pokazali GUS pozitivnu reakc iju
(Tab. 2 i 3). kao i rast u medijumu sa 2 5 i 50 mgl "
kanamicina (sl. 3). SIOjc najverovatnija indikacija da
su biljke transformisanc.
Rezultati ostalihaurora takudepokazuju daje obicno
vcci proccnut rcgcnerisanih pupoljaka kod kotilcdona,
ncgo kod hipokotila. To se pre svcga objasnjava
cinjcnicom da je baktcrijska infckcija intenzivnija kod
isecaka hipokotila i samim tim osteccnje tkiva vece. pa I
regcncracija manja (Babic et al., 19911). Daleko vcci broj
regencrisanih biljakase dobija ukoliko sc cksplantali po
kokultivaciji ne stavljaju odmah na selekt ivn i rncdijum.
Nasirezultati pokazuju da i pupoljci raslina neselektivnom
medijumu dajuGUS pozitivnureakciju(Tabele2 i3). 0 1'0
ukazuje na to da nc trcbaodmah icisa selekcijom klonova.
dok sc biljke malo ne oporave od stresa inokulacijc sa A
tumefaaens . U tri od pet ponavljanja kolikojc uradeno,
regenerativni mcdijum jc imao200 rngl' I Tolyeara umcsio
500 mgl'. koliko preporucuju drugi autori. Pokazalose da
jc i ova konccntracija dovoljno visoka za oslobadanjc
biljakaod Agrobacteriuma. U svakorn narednom pasazu
ToJycarje srnanjivan, a nakon trecegpasazabiljkesu rasle
u mcdijurnu hcz ovog antibiotika. Smanjenje koncentracije
honnona BAPsa 1.0 na a I i II3A sa 0.5 na 0.02 mgl' sc
pokazalo kao dobroza rast regcncrisanihpupoljaka (sl. 3),
SI. I , Pupolj c: rege nerisan i i: kotiledona, nakon 35 dana na medijnmu sa RAP 1.0 i fBA 11.5 »s! '
!-"ig. I. Shoots regenerated f rom cotyledons. afier 35 days on medium with RAP J.(i and IRA 0.5 mgT]
SI. 2. Pupoljci regenerisani i: hipokotila, nakon 26 dana na medijumu sa RAP 1.0 i IRA 11.5 »s!'
Fig. I. Shools regenerar ed jl-om hypocotyls, after 26 days on medium with BAP /.0 and IBA 0.5 mgt'
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Sf. 3. Sf. 3. Regenerisani pupolj ci kupusa Fpll4. na medijumu sa BAP 0.1. IBA 0.02 I 25.0 mg]" Kanamrcina
FIg. 3. Regeneratedshoots ofcabbage Pp114. on medium with BAP 0.1. IBA 0.02 and 25 mgT' Kanamycin
sto je u korelaciji sa do sada objavljenim podacima(De
Block ct al., 1989).
O cig ledno je da kud gcnotipova koje smo
koristili u ckspcrimentu moguce pokrenuti pupoljke
po inokulaciji lupokotila i kotilcdona. Kona cna
deterrninucija uspcsnosti rransforrnacije na nivou
ONK je u toku, a preliminarni rczultati govore da sc
radi 0 rransforrni sanim klonovima. Neguiivna
rcakc ija na G US esej kod kelja ukazuje da se
nujverovatnije rudi 0 pupoljc ima koji su uspeli da
izbcgnu (»escupcs«) sclektivni pritisak, jcr su sc
razvili iznad rncdijuma, te je dec njih dao regenerante
koji nisu rransformisani (Babic et al., 1998). Vidi se
du postoje razlike izrncdu ispitivanih gcnotipova u
pogledu uspesnosti regencracije . Podaci iz literature
ukazuj u da je 10 slucaj sa vclikim brojem razliciiih
Brassicu i da i u okviru istog varijeteta kod razlicitih
genotipova mole duci do ruzlititih reakcija, kao sto je
ked nas slucaj izmedu Ppl14 i Pb 15(Puddcphat et al.,
1996) . Razlike u tr ansformacionorn protokolu su
takodc vee opisane (Berthontieu et al., 1994).
Rizici kojc transformaeijc kupusnjaca nose
Najccscc postuvljano pitanje danas vezano za
trunsgene biljkc , pa i trans gene kupu se. jeste
svrs ishodnost ovakvih eksper imenata sa aspekta
rizicnosti metode po zdravljc Ijudi. Intcnzivno se
razrnatraju i riz ic: vezam za ckoloski aspckt
problema Ukoliko posmutrumo eventualnu
proizvodnju semcna transgcnog povrcu, postavlja se
pitunje rizika prenoScnja trunsgcnog polena na biljku
koja sc moze naei u ekosistemu i ukrstiti sa
transgenom biljkom. Sto jc kod kupusa osobito
intcresantno jer u na~oj !lori ima srodnih divljih vrsla
iz familije Brassicaceae (1osifovie. 1972).
Veliki broj radovaje razmatranna ovu temu, gde
je praeen obelden transgcni polen i moguenost
njcgovog prcno~cnja u krugu od 10 i vi~e metara
(Rogers i Parkes. 1995). Moguenost ukr~taja divljih
Brassica sa gajenim vrstama kOJc su transgenc sc
takode intenzivno proutava. Rczultali Nair et al.
(1996). Brown et al. (1996). Ghosh and Vamla (1998) ,
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pokazuju da jc bitno smunjen prnccnat pojave
transgenog polen a vee na 10 metara od parcclc na
kojoj rastu transgene kupusnjace i da taj procc ant
opada sa porastom rastoj anja . Dale et al . (1995).
pratcci kretanje polen a tran sgene uljanc rcpi cc.
zakljucuju da je transfer polena ogranicen na oko 50
metara. Misljenja smo da iako vrlo mali. taj rizik ipak
postoji . samim tim i evcntualna mogucnost rerncc enj a
prirodne ravnoteze. narocito kod kori sccnja
transgcnih biljaka otpornih na herbicid, na primer.
AVO je tenia koja svakako prcdstavlja vrlo vazun
uspekt izucavanja transgcnih biljaka, Obzirom na
prcdnosti koje ova tehnologija ima u oplcmcnjivanju,
kao i rizike koje nosi. nas je stav da svakak o ima
smisla stvaranje transgenog povrca u cilju osvajanj a
metoda. proucavanja takvih biljaka sa stanovista
razlicitih bioloskih discipline i pracenja savrcmcnih
naucnih tokova, ali da bi se eventualna proizvodnja
scrncna transgcnog kupusa rnogla i smela vrsiri je dino
u strogo kontroli sanim uslovirna izolovanog prosiora
uz obavezno striktno postovanje odredcnih pravil a
izolacije koja vee postoj e 1I programima oplerne-
njivanja klasicnim rnctodama .
Zakljuf:lk
Do danas je transformisan veliki broj razlicitih
kupusnjaca . Sa aspekta ekspcrimcntalnih prngrumu
genctitke transtonnaeije su izuzetno znacajan korak u
unapredivanju proccsa oplemcnjivmtia powea. l'mecnat
regenerisanih biljaka Imija razliCilih kupusnjac a iz
selekcionog programa1kolckcljcCentraza povrtarslvojc
zadovoljavaj llci. Razlikc u uspeSnosti regener aeija
postoje i one su evidcnlne i u lilerarturi. Ustanovljcni Sll
protokoli za vr~enje inokulacija kupusa iz naScg
se1ekcionog programa. U cilju unaprcdivanja proccsa
transfonnacija i dohijanja Sto vceeg hroju rcgeneranata,
trebalo bi transfonnacije vr~ iti na gcncticki ~to tistijcm
materijalu, kako bi se smanjila varijabilnostu uspe~nosli
transformacijc u okviru jednog genotipa. Rizici kojc
konSccltie Iransgenih biljakanosi joSuvek sc procenjuju.
ali se mogu svesti na bezbedni nivo ukoliko sc poznaje
dobro. koji genise ubacuju u biljku. Iliihovo poreklo, kao
I ukoliko se posruju neophodne mere u sprecavanj u
prenosenja gena u biljkc kojc se ne zele transtormisati.
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TRA:-ISFORMATIONS OF BRASSICACEAEFAMILY
by
SRETENOVIC RAJICIC TATJANA.. VINTERJIALTER BRANK..J\.
IVANCEVIC MIRJANA. SUSIC Z.. PAVLOVIC N.
SUMMARY
Brasstcace ae are economically very important crop family. Improvement of its characteristics is in focus
for the last thirty years very much.One of'the methods of biotechnology used inBra ssica genus isgenetic trans/or-
mation. In this paper we have discussed transformations of Brassica genus. comparing it with the results that we
achieved in our laboratory. We have performed inoculation with Agrobacterium tumefacien, with the construct
containing resistance to herbicide Basta (bar), marker genes for Kanamycin resistance (npt II) and reporter gene
-glucuronidase. We have also discussed risks of transgenic crop use and seed development.
Key words: Brassicaceae, transformations, Agrobacterium
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